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摘要 :【 目 的) 齿 缘 刺 猫 赌 Sclomina erinacea 是 我 国 猎 晴 科 天 敌 昆 虫 常见 种 类 ,其 不 同 地 理 种 群 存在 
明显 形态 差异 。 本 研究 旨 在 利用 已 经 获得 的 齿 缘 刺 猎 晴 转 录 组 数据 筛选 微 卫 星 位 点 ,为 齿 缘 刺 猎 
晴 种 群 遗 传 多 样 性 和 遗传 分 化 研究 开发 可 靠 的 微 卫 星 分 子 标记 。【 方 法 】 基 于 高 通 量 测序 技术 平 
台 Hiumina HiSeq”" 2000 获得 齿 缘 刺 猫 晴 转 录 组 数据 (42 215 条 unigenes) ,利用 MISA 软件 进行 搜 
索 发 据 SSR 标记 ;利用 Primer Premier 3 软件 设计 SSR 引物 ,从 中 随机 选取 54 对 SSR 引物 ,利用 
PCR 技术 在 中 国 齿 缘 刺 猎 晴 9 个 地 理 种 群 上 进行 验证 。【 结果 ] 利 用 MISA 软件 搜索 到 微 卫 星 位 点 
2 395 个 ,它们 分 布 在 2 107 条 unigenes 上 ,其 主要 重复 类 型 是 三 核 普 酸 重 复 ( 占 总 SSR 的 
44.43% ) ,其 次 是 二 核 普 酸 重 复 ( 占 总 SSR 的 40. 08% ), 再 次 是 四 核 普 酸 重 复 ( 占 总 SSR 的 
12. 94% )。 利 用 Primer Premier 3 软件 成 功 设 计 出 2 000 余 对 SSR 引物 。 随 机 选取 的 54 对 引物 对 
9 个 齿 缘 刺 猎 晴 不 同 地 理 种 群 进行 的 SSR 位 点 PCR 扩 增 结果 表明 ,共有 16 对 引物 较 好 地 扩 增 出 
目的 片段 。【 结论] 研究 表明 利用 齿 缘 刺 猫 赌 转录 组 数据 可 以 大 量 发 气 微 卫星 分 子 标 记 。 本 研究 
为 进一步 开展 齿 缘 刺 猫 赌 的 种 群 遗传 学 研究 黄 定 了 基础 。 
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Development of microsatellite markers based on the transcriptome data of 








Sclomina erinacea ( Heteroptera: Reduviidae) 

LI Dong-Hai'”, ZHAO Ping'™* (1. Guangdong Key Laboratory of Animal Conservation and Resource 
Utilization, Guangdong Public Laboratory of Wild Animal Conservation and Utilization, Guangdong 
Institute of Applied Biological Resources, Guangzhou 510260, China; 2. Department of Plant 
Protection, Kaili University, Kaili, Guizhou 556000, China) 

Abstract: [Aim)] Sclomina erinacea is a common natural enemy insect in forest ecological system of 
China ，and there are obvious morphological differences among its different geographical populations. This 
research aims to screen microsatellite loci based on the transcriptome data of S$. erinacea, so as to develop 
reliable microsatellite markers for the further study of the genetic diversity and genetic differentiation of 4. 
erinacea populations. 【 Methods 】The SSR markers were searched by MISA software among 42 215 
unigenes of the transcriptome data previously obtained by high-throughput sequencing platform lllumina 
HiSeq™ 2000. SSR primers were designed by using Primer Premier 3 software. Fifty-four SSR primers 
randomly selected were tested in nine geographical populations of S$S. erinacea from China by PCR. 
【Results】A total of 2 395 SSR loci were found in 2 107 unigenes by MISA software. The main repeat 
types were trinucleotide repeats (44. 43% ), followed by dinucleotide repeats (40. 08% ) and 
tetranucleotide repeats (12. 94% ). More than 2 000 pairs of SSR primers were successfully designed by 
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using Primer Premier 3 software. The PCR results of SSR loci of nine different geographical populations of 


S. erinacea with 54 pairs of primers randomly selected showed that 16 pairs of SSR primers could 


successfully amplify target fragments. 【 Conclusion 】 The results show that it is feasible to exploit 


microsatellite markers from the transcriptome data of S$. erinacea. This study lays a foundation for the 


further study of population genetics of S$. erinacea. 
Sclomina erinacea; 
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微 卫 星 (microsatellite ) DNA 又 称 简单 重复 序列 
(simple sequence repeat, SSR) ,具有 重复 性 高 .多 态 
性 强 、 良 好 的 基因 组 覆盖 性 等 特点 ,已 被 广泛 用 于 种 
群 遗 传 学 .遗传 育种 和 近 缘 物种 .品种 鉴定 等 生物 科 
学 领域 研究 ( 宾 淑 英 等 , 2014; 王 玲 玲 等 , 2017; 刘 
培 培 等 , 2019) 。 随 着 高 通 量 测序 技术 的 发 展 , 基 于 
转录 组 数据 大 规模 开发 微 卫星 分 子 标 记 的 研究 方法 
已 经 非常 成 熟 、 便 捷 。 微 卫星 是 目前 昆虫 种 群 遗 传 
学 研究 广 为 使 用 的 主要 分 子 标记 之 一 ,为 探索 生物 
进化 规律 提供 了 有 效 途 径 ( 赵 远 等 , 2011; 魏 丹 丹 
等 , 2014; 李 微 等 , 2017; 徐 细 建 等 , 2017; 熊 染 玲 
等 , 2017; 郭 豁 等 ,2018; 郭 欢 等 , 2018; 刘 易 等 ， 
2018 ) 。 昆 虫 物 种 多 样 性 丰富 ,与 人 类 关系 密切 , 近 
几 年 以 微 卫 星 作为 分 子 标 记 的 研究 报道 不 断 增多 ， 
研究 对 象 主要 是 农林 业 重 要 害虫 .资源 昆虫 和 卫生 
害虫 等 ,这些 研究 为 害虫 防治 资源 昆虫 开发 利用 等 
生产 实际 问题 提供 了 科学 依据 ( 陶 云 功 等 ,2016; 
武 政 梅 等 ，2016; 张 月 飞 等 ,2016; 唐 培 安 等 ， 
2017; 和 崔 明 明 等 , 2017; 库 尔 班 " 吐 松 等 , 2017 ) 。 

齿 缘 刺 猎 晴 Sclomina erinacea Stal 1861 隶属 于 
半 翅 目 ( Hemiptera ) 异 翅 亚 目 (Heteroptera ) 猜 晴 科 
(Reduviidae) 真 狂 晴 亚 科 (Harpactorinae ) 刺 猪 晴 属 
Sclomina( 落 采 瑜 等 ,1981; 黄 科 瑞 等 ,2017 ) ,捕食 
各 种 昆虫 和 节 胶 动物 ,是 我 国 南方 各 省 森林 生态 系 
统 中 常见 的 天 敌 昆 虫 ,应 该 受到 保护 。 在 猫 晴 科 中 ， 
以 微 卫 星 作 为 分 子 标记 研究 最 多 的 是 卫生 害虫 锥 猿 
晴 亚 科 ( Triatominae ) 昆虫 , 锥 猜 晴 是 锥 虫 病 的 传播 
媒介 昆虫 ,在 美洲 地 区 造成 严重 疾病 传播 , 锥 猫 晴 的 
微 卫 星 种 群 遗传 学 研究 为 锥 虫 病 的 防治 提供 了 一 些 
要 的 科学 依据 (Vazquez-Prokopec et al.，2004; 
Marcet et al., 2008; Harry et al., 2008; Fitzpatrick et 
al., 2009; Pérez de Rosas et al., 2010; Carcfa et al., 
2013 ; Belisario et al., 2015 ) 。 猎 晴 科 昆虫 几乎 全 部 
为 捕食 性 ( 除 少数 凑 食 性 ) (Maldonado-Capriles，1990 ) ， 
一 般 与 植物 之 间 并 不 会 建立 非常 密切 共生 关系 [ 除 少 
数 特殊 的 种 类 ,如 粘 猫 晴 亚 科 (Eetinoderinae) 的 物种 喜 
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欢 在 具有 松脂 的 松树 树干 活动 等 ]( 戎 采 瑜 等 ， 
1981 ) 。 经 过 多 年 调查 发 现 ,具有 丰富 的 刺 突 和 刚 
毛 的 齿 缘 刺 狼 赌 一 般 言 欢 栖息 在 具有 尖锐 的 刺 突 和 

富 腺 毛 的 植物 上 ,例如 : 悬 钩子 属 Rubus 等 ,但 是 
并 不 会 取 食 植物 ,成 虫 体 色 褐色 ,若虫 体 色 均 为 淡 绿 
色 ,与 植物 颜色 非常 相似 ,推测 齿 缘 刺 狂 晴 主要 是 栖 
息 在 带刺 植物 上 得 到 保护 ,同时 取 食 植物 上 的 其 他 
昆虫 获取 食物 ,从 而 植物 也 免 受 植 食性 昆虫 的 取 食 
危害 。 齿 缘 刺 狼 央 活动 能 力 较 差 ,不善 飞翔 ,具有 假 
死 行为 ,这 些 特点 可 能 阻碍 了 具 缘 刺 猫 暑 各 个 地 理 
种 群 之 间 基 因 交 流 , 导 致 了 种 群 间 的 形态 差异 。 目 
前 齿 缘 刺 猎 晴 仅 分 布 于 我 国 南方 各 省 ,是 研究 中 国 
南方 昆虫 物种 种 群 演化 的 良好 材料 。 为 了 研究 齿 缘 
刺 猎 晴 的 各 地 理 种 群 遗 传 多样 性 和 演化 规律 ,及 其 
与 栖息 植物 之 间 的 密切 关系 ,我 们 通过 转录 组 测序 
获得 了 大 量 的 微 卫 星 位 点 ,并 对 这 些微 卫星 进行 得 
选 , 开 发 可 用 于 种 群 遗传 多 样 性 分 析 的 微 卫 星 分 子 
标记 ,为 后 续 种 群 遗 传 分 析 黄 定 了 基础 。 








































































































1 材料 与 方法 


1.1 转录 组 数据 

齿 缘 刺 猎 晴 分 别 采 自 贵州 兴 仁 梨 树 坪 、 贵 州 雷 
山 方 祥和 广西 龙 州 弄 岗 , 分 为 3 组 ,每 组 3 头 活 成 
虫 。 齿 缘 刺 猫 赌 转录 组 测序 委托 广州 基 迪 奥 生 物 科 
技 有 限 公 司 进行 , 测序 平台 为 umina HiSeq™ 
2000。 样本 G+C 含量 为 36.7166% ,转录 组 测序 de 
novo 组 装 结果 N50 为 1 024 bp , 共 组 装 出 42 215 条 
unigenes ,注释 出 21 117 个 基因 ,转录 组 数据 未 发 表 。 
1.2 试 虫 来 源 和 DNA 提取 

用 于 验证 SSR 引物 的 9 个 种 群 信息 见 表 1 ,每 
个 样本 的 个 体 均 保存 在 分 析 纯 酒精 中 ,提取 DNA 
时 ,用 狠 子 夹 取 胸 部 肌肉 , 置 于 FEP 管 中 备 用 。 使 用 
组 织 提取 试剂 盒 ( 全 式 金 EasyPure” Genomic DNA 
Kit ,中 国 ) 提取 样品 总 DNA, -20% 保存 。 所 有 标本 
均 保 存在 广东 省 生物 资源 应 用 研究 所 。 
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表 1 人 齿 缘 刺 猫 暑 9 个 地 理 种 群 样本 信息 
Table 1 Collection information of nine geographical populations of Sclomina erinacea 
种 群 代码 采集 地 经 纬度 海拔 高 度 (m) 采样 日 期 
Population code Sampling sites Longitude and latitude Elevation Sampling date 
AH 安徽 凤 阳 山 Fengyangshan ，Anhui 32°64'N, 117°56'E 299 2008-06-05 
TW 台湾 南投 莲花 池 Lianhuachi, Nantou, Taiwan 23°25'N, 121°00'E 730 2012-06-27 
FJ 福建 武夷 山 Wuyi Mountain ，Fujian 27°44'N, 117°35'E 1 000 -2 157 2009-06-05 
2017-10-11 
LG 贵州 雷山 方 祥 Fangxiang，Leishan ，Guizhou 26°19'N, 108°11'E 1 050 
2018-07-26 
2017-10-01 
AL 贵州 安 龙 仙 稚 坪 Xianheping, Anlong，Guizhou 24°59'N, 105°36'E 1 300 -1 380 
2018-07-25 
a 2018-06-28 
GS 贵州 施 秉 云 台 山 Yuntai Mountain ，Shibing，Guizhou 27°13’'N, 108°11'E 665 -1 066 
2018-11-06 
LP 西田 林 浪 平 Langping, Tianlin, Guangxi 24°28’'N, 106°21'E 1 110 2017-08-22 
We 2017-08-22 
LZ 西 龙 州 弄 岗 Nonggang，Longzhou，Cuangxi 22°28'N, 106°57'E 260 
2017-11-11 
GLP 贵州 黎平 太平 山 Taiping Mountain Liping,，Guizhou 26°5'N, 108°45'E 500 -1 200 2012-08-12 








1.3 SSR 位 点 鉴定 

使 用 软件 MISA ( http: // pgrc. ipk-gatersleben. 
de/misa/ ) 对 齿 缘 刺 猎 晴 转录 组 数据 unigenes 进行 
搜索 ,寻找 SSR ,配置 参数 标准 如 下 :二 核 苷 酸 重 复 
:=6 次 ,三 核 背 酸 重 复 >5 次 ， 四 核 背 酸 重复 二 4， 
五 核 车 酸 三 4， 六 核 背 酸 重 复 宇 4。 如果 两 个 SSR 
序列 的 距离 短 于 100 bp， 就 会 被 合并 当 作 一 个 SSR 
标记 。 
1.4 SSR 引物 设计 与 验证 

以 1.3 节 筛 选 到 的 SSR 位 点 为 基础 ,运用 
Primer Premier 3(version 1.1.4) 软 件 在 SSR 序列 两 
侧 进行 引物 批量 设计 ,从 中 随机 选取 54 对 引物 进行 
稳定 性 验证 。 引 物 长 度 设置 为 18 ~26 bp ,最 适 长 度 
为 23 pp ,引物 由 广州 擎 科 生 物 科 技 有 限 公 司 合成 。 
目的 片段 大 小 为 100 ~ 300 bp。PCR 反应 体系 50 
kL: DNA 模板 1 pL, 2 x Fasy7Tag @ PCR SuperMix 
25 pL, 上 下 游 引 物 (10 umol[L) 各 1 pL, 无 核酸 酶 
水 22 kwL。 反 应 程序 : 94Y 预 变性 3.5 min; 94% 变 
性 30 s, 55% 退 火 30 s, 72% 延伸 1 min, 共 35 个 循 
环 ;72% 延伸 8 min。PCR 产物 经 2% 琼脂 糖 凝 胶 
(全 式 金 Agarose CS201 ) 电泳 检测 。 电 泳 和 制 胶 使 
用 的 电泳 缓冲 液 为 1 x Tris-HC1( TAE ) 缓冲 液 。 制 
胶 染 色 使 用 Gelstain 获 光 核酸 染色 试剂 (全 式 金 
Gelstain 10000 x GS101) ,每 10 mL 琼脂 糖 溶 液 加 入 
1 pL Gelstain 储 液 。 吸 取 4 pL PCR 产物 , 配 以 1 pL 
6xLoading Buffer (全 式 金 6 x Loading Buffer GH101)， 
混合 点 至 样 孔 中 ,并 以 Marker( 全 式 金 Trans2K @ 
Plus DNA Marker) 作为 标准 对 照 。 在 55 V 恒 压 下 电 




















泳 1.5 ~2.0 h。 紫 外 荧光 显影 ,Cannon D60 数码 相 
机 拍照 记录 。 

盘 选 引物 时 , 首先 使 用 广西 田林 浪 平 的 1 头 样 
本 个 体 的 总 DNA 对 所 选取 的 54 对 引物 进行 PCR 
扩 增 和 电泳 检测 ,其 中 有 31 对 引物 PCR 扩 增 电泳 
检测 的 条 带 单一 清晰 可 见 , 与 目的 片段 大 小 基本 一 
致 ,继续 筛选 ;其 余 23 对 引物 没有 获得 任何 片段 ,或 
者 获得 的 1 条 片段 不 是 目的 片段 ,或 者 获得 多 条 片 
段 (=2 条 ,包含 或 不 包含 目的 片段 ) ,放弃 继续 得 
选 。 然 后 ,我 们 使 用 9 个 地 理 种 群 ( 表 1) 的 样本 总 
DNA 依次 对 31 对 引物 进行 进一步 的 PCR 扩 增 和 电 
泳 检测 。 




















2 结 


2.1 人 齿 缘 刺 猎 暑 转录 组 中 SSR 位 点 的 分 布 特点 
利用 MISA 软件 对 已 有 的 齿 缘 刺 猫 晴 转 录 组 中 
42 215 条 unigenes 进行 搜索 ,检测 碱 基 28 599 724 
bp, 共 预测 出 2 395 个 SSR 位 点 ,分 布 于 2 107 条 
unigenes 中 。SSR 出 现 频 率 ( 含 SSR 的 unigenes 数 
量 / 总 unigenes 数量 ) 为 4.99% ,SSR 分 布 频率 (SSR 
个 数 / 总 unigenes 数量 ) 为 5.67% ,平均 约 11 941 bp 
出 现 1 个 SSR 位 点 。228 个 unigenes 包含 2 个 或 以 
上 SSR 位 点 ,以 复合 形式 出 现 的 SSR 有 118 个 。 不 
同类 型 SSR 在 总 SSR 中 所 占 比 例 情况 是 :比例 最 高 
的 是 三 核 背 酸 重复 (44. 43% ) ,主要 是 AAT/ATT 
(16.95% ) ;其 次 是 二 核 音 酸 重复 (40. 08% ) , 主要 
是 ATZAT(28.02% ) ;四 核 苷 酸 重复 (12. 94%% ) 主要 





















































6 期 








黎 东 海 等 : 基于 转录 组 数据 的 齿 缘 刺 猎 晴 微 卫星 分 子 标记 开发 697 











是 AAAT/ATTT(8. 39% ) ;五 核 苷 酸 重 复 (1. 63% ) 
的 AAAAT/ATAAAA 数量 最 多 , 占 0.38% ; 六 核 背 酸 
重复 (0. 92% ) 的 AACACCZGGTGTT 数量 最 多 , 占 
0.25% 。 转 录 组 SSR 重复 次 数 在 4 -27 次 之 间 , 二 
核 苷 酸 重复 次 数 分 布 在 6 -27 次 ,三 核 苷 酸 重复 次 
数 5 -24 次 ,四 核 背 酸 重复 次 数 4-12 次 ,五 核 背 酸 
重复 次 数 4 -12 次 ,六 核 苷 酸 重 复 次 数 分 布 在 4 -8 
次 ;重复 次 数 最 多 的 是 5 次 , 占 29.60% 。 考 虑 到 互 
补 序 列 ,各 类 型 SSR 频率 情况 是 :总 计 2 395 次 ,AT/ 
TA 类 型 最 多 ,671 次 , 占 28. 02% , 其 他 依次 为 : 








频率 Frequency (%) 


AAT/ATT 类 型 406 次 ,16. 95% ; AAAT/ATTT 类 型 
201 次 ,8. 39% ; AC/GT 类 型 165 次 ,6. 89% ; ATC/ 
ATG 类 型 145 次 ,6. 05% ; AAG/CTT 类 型 143 次 ， 
5.97% ; AAC/GTT 类 型 130 次 ,5. 43% ;AG/CT 类 
型 123 次 ,5. 14% ; AGCZCTG 类 型 77 次 ,3. 22%，; 
AGG/CCT 类 型 67 次 ,2. 80% ; ACC/GGCT 类 型 65 
次 ,2. 71% ;频率 低 于 1% 的 ACT/AGT,，AAAC/ 
GTTT,， AATTAAATT 和 ACAG/CTGT 及 其 他 类 型 共 
占 8.43% (网 1; 表 2)。 





WN < < ~ SS < < G3 GS < < < 
GS CO mY SY 0 OY SS YY 人 人 人 
Yo Ee RK <™ oS 
> ww ww DRS 
重复 单元 Repeat motif > 
图 1 基于 齿 缘 刺 猎 赌 转录 组 数据 的 各 种 SSR 类 型 频率 分 布 图 
Fig. 1 Frequency distribution of repeat motifs of SSRs based on the transcriptome data of Sclomina erinacea 
























































表 2 基于 齿 缘 刺 猪 暑 转录 组 数据 的 不 同类 型 SSR 重复 数量 统计 
Table 2 Frequency of repeat units of SSRs based on the transcriptome data of Sclomina erinacea 
重复 类 型 重复 数 Number of repeats 合计 百分比 
Repeat type 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 >15 Total Percentage 
二 核 苷 酸 重 复 
三 一 435 226 151 78 40 19 2 2 0 1 6 960 40.08 
Dinucleotide repeat 
三 核 荐 酸 重 复 
三 核 眶 酸 重 二 661 261 98 20 10 5 3 0 2 1 1 2 1 064 44.43 
Trinucleotide repeat 
四 核 苷 酸 
四 核 痛 酸 237 42 6 3 0 1 0 0 1 0 0 0 0 310 12.94 
Tetranucleotide 
- 核 背 酸 重复 
五 核 眶 酸 重 34 3 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 39 1.63 
Pentanucleotide repeat 
核 兰 从 重复 
六 核 码 酸 重 15 3 1 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 22 0.92 


Hexanucleotide repeat 
总 计 Total 306 709 704 329 172 89 
百分比 Percentage 


12.78 29.60 29.39 13.74 7.18 3.72 1.88 


45 22 3 4 1 2 9 2 395 = 


0.92 0.13 0.17 0.04 0.08 0.37 一 车 
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2.2 人 齿 缘 刺 猎 暑 SSRs 引物 验证 ( 表 3; 图 2) ,与 预期 目的 片段 大 小 一 致 ,有 效 扩 增 


本 研究 从 被 筛选 出 的 微 卫星 中 随机 选取 54 个 ， 
对 9 个 齿 缘 刺 猎 晴 地 理 种 群 DNA 样本 进行 PCR 扩 


增 , 结 3 








结果 有 16 对 引物 较 好 地 成 功 扩 增 出 目的 片段 


表 3 SSR 引物 特征 信息 表 


率 为 29. 63% ,多 态 性 仍 需 要 进一步 验证 。 成 功 扩 


增 的 SSR 位 点 可 以 用 于 下 一 步 对 齿 缘 刺 猜 晴 种 租 


遗传 多 样 性 研究 。 


Table 3 Characterization of selected SSR primers 


Hr 





退火 温度 (%C ) 





Unigene 编号 。 Unigene 引物 序列 (5 -37) 产物 大 小 (bp) 基 序 
Annealing 
Unigene no. ID Primer sequences Product size Motif 
temperature 

F: CGGAGGCGCCTATAGTAATG 

A 0002729 237 (CAT)s:*…(AAT)7:…( AAT); 60 
R: CCGCTTCCTTGTGTTTGATT 
F: GCTCGAGCGAACATCTCTCT 

B 0003961 234 (AT)5…(CT)7 60 
R: CGTCCACGGCTTAAACAAAT 
F: TCGAAGAAGAGGATTGTGATGA 

C 0004680 249 (GAT)s:…(AGA)s:…(GAA);s 60 
R: TCTGTACACTGTTTCCCTCTTCAG 
了 上: TCTTCATTTTCAACATCTTTTCTTTG 

D 0017731 165 (TCC)s (TA), 60 
R: AACGAGTTTGTTTTTGTTGTGA 
F: GCTGCCGTTGCTGTTACTAAT 

E 0023866 204 (AAT)s (CAT)7:… (TCA); 59 
R: AGCACCAAAACCATAGACGG 
F: CCCCATCTTCTACATCCACC 

F 0025530 254 (TCT)s:……(TCA)e:……(TCT)e:…( TCT)e 60 
R: TGCTGCGCCATCAGTAACTA 
F: CCAACAACAAGTGCACCAAG 

G 0003173 275 (TAA)¢:……(TGA);s 60 
R: GTTGTGAAACAAGGATCGGG 
F: CCGTTTCCTTACTCGTCCAA 

H 0006446 275 (AT), (TTCTA), 60 
R: ATGACGGGGATCCACAATAA 
F: ATAAACCCAAGGCTAAGGGC 

I 0009074 208 (TA)6…(ATT)5 59 
R: TGGAGGTTTGTGCCTATTGTC 
F: AATTGGCGCAACAGGTTTAG 

J 0009418 262 (TGC)s (TGT); 60 
R: TGGTTCAGCATCAAATCAGC 
F: CCATATATTCATCGTCATCGTCA 

K 0009500-2 280 (ATC)5…(TCA)5 59 
R: GCGAAAAGCAAAGACAAGAA 
F: AGAAGCGATGAGTAGGAGCG 

L 0012829-2 272 (TGA)7:…(TGA)se 59 
R: AAATGGTCATGGAGGTGGAA 
上: TCAGTCGTCAAGTGATTCGG 

M 0016908 222 (AAG);s... (AAT); 59 
R: CAGCAAAGAGTTTCCTCTAGTTCA 
F: CCGCAGGATGAATAGAAGGA 

N 0017843 229 (TGT)e (TGC)s:(TGT)s 60 
R: CAACAGCAACAACAGGCATC 
F: GCTCAGCCCTTCTACGATTG 

0 0018520 276 (TTG)s**( TGC)s 60 
R: GCAACAAGTGCAACAACCAC 
F: CCCATCCTGCAAATCCTTTA 

P 0025132 上 197 (AT)6…(TA)7 59 


: TCATCTGGTACATTGCACAGC 


此 外 ,在 354 个 被 筛选 的 SSR 位 点 中 ， 
unigene0032000 的 SSR 引物 PCR 扩 增 时 出 现 了 2 
对 等 位 基因 (图 3)( 未 在 表 3 中 列 出 ) ,我 们 另外 使 
用 9 个 采集 地 点 的 94 个 样本 DNA 进行 检测 (采集 
言 息 同 表 1) (图 3) ,包括 安徽 风 阳 山 9 个 、 福 建 武 
夷 山 8 个 、 人 台湾 南投 莲花 池 18 个 、 贵 州 黎平 太平 山 





10 个 .广西 龙 州 弄 岗 10 个 广西 田林 浪 平 9 个 、 贵 
州 施 秉 云 台山 10 个 、 贵 州 安 龙 仙 知 坪 10 个 和 贵州 





雷山 方 祥 10 个 样本 DNA。80 个 体 DNA 样本 被 成 


功 扩 增 (图 3) ,条 带 清 晰 ;14 个 未 成 功 扩 增 ,或 条 带 
颜色 较 淡 , 如 图 3 所 示 : 安 徽 凤 阳 山 (AH) 台湾 南投 
(TW) 福建 武夷 山 ( 厅 ) 广西 龙 州 弄 岗 (LZ) 和 贵州 
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图 2 
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齿 缘 刺 狂 晴 9 个 地 理 种 群 16 个 SSR 位 点 引物 的 PCR 扩 增 产物 
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电泳 结果 





Fig. 2 Agarose gel electrophoresis for PCR amplification products of primers of 16 SSR loci 


in nine geographical populations of Sclomina erinacea 


A -P: Unigene 编号 , 见 表 3 Unigene no.，same as in Table 3. 种 群 代码 见 表 1。For population code information see Table 1. 


黎平 太平 山 (CLP) 种 群 的 样本 仅 有 约 270 bp 目的 
片段 被 扩 增 检测 出 来 ;贵州 安 龙 仙 稚 坪 (AL) 广西 
田林 浪 平 (LP) 种 群 样本 的 电泳 检测 没有 270 bp 目 
的 片段 ,测序 对 比分 析 , 仅 具有 约 1 300 bp 和 1 500 
bp 的 一 对 等 位 基因 被 检测 出 来 ;贵州 雷山 方 祥 
(LG) 和 贵州 施 秉 云 台山 (CS ) 种 群 的 样本 中 同时 具 
有 上 述 2 种 等 位 基因 。Unigene0032000 的 SSR 引物 
序列 为 F: 5'-TGATCACATATGCTGTTGTTGTG-3'， 
R: 5$'-ACTTGCGGACGCATAAATTC-3 ,目的 产物 大 
小 270 bp,1 200 bp/1 500 bp, SSR 核心 重复 为 
(TC);…(AAT);, 退 火 温度 55%C。 




















3 讨论 














齿 缘 刺 猎 赌 转 录 组 42 215 条 unigenes, 共 预测 


出 2 395 个 SSR 位 点 ,分布 于 2 107 条 unigenes,SSR 
出 现 频率 为 4. 99% ，SSR 分 布 频率 为 5.67%。 这 
与 村 小 实 晶 Bactrocera dorsalis( 魏 丹 丹 等 ,2014 ) 的 
SSR 出 现 频率 (4.23% ) 相当 ,但 是 低 于 另外 一 些 昆 
虫 的 ,例如 : 中华 蜜蜂 Apis cerana cerana 幼虫 
(17. 82% ) (能 浴 玲 等 , 2017) 。 如 果 一 核 昔 酸 重 复 
类 型 SSR 也 计 入 SSR unigene 数量 来 计算 ,SSR 出现 
频率 和 分 布 频 率 均 较 高 ,例如 :东方 粘 虫 Mythimna 
separata( SSR 出 现 频率 和 分 布 频率 分 别 为 9.85% 和 
11.50% ) ( 李 微 等 ,2017)、 梨 小 食心虫 Grapholitha 
molesta 幼虫 中 肠 (SSR 出 现 频 率 和 分 布 频率 分 别 为 
18.50% 和 22.15%)( 冷 春 蒙 等 ，2018)、 沟 有 眶 象 
Eucryptorrhynchus chinensis( SSR 出 现 频率 和 分 布 频率 
分 别 为 9.47% 和 10.36% )( 武 政 梅 等 , 2016) 扶桑 
绵 粉 内 Phenacoccus solenopsis( SSR 出 现 频率 和 分 布 
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图 3 齿 缘 刺 猎 赌 9 个 地 理 种 群 94 个 个 体 DNA 的 unigene0003200 的 SSR 引物 的 PCR 扩 增 产物 电泳 结果 
Fig. 3 Agarose gel electrophoresis for PCR amplification products of the SSR primers of unigene0003200 








作 


in DNA of 94 individuals of nine geographical populations of Sclomina erinacea 


不 同 个 体 以 种 群 代码 ( 同 表 1) 加 数字 表示 。Different individuals are indicated with population codes (same as in Table 1 ) plus numbers. 


频率 分 别 为 5.79% 和 6.33% ) ( 罗 梅 等 , 2014 ) 等 。 
SSR 出 现 频率 和 分 布 频率 与 SSR 筛选 标准 有 关 , 可 
能 还 与 获得 转录 组 的 不 同 昆虫 物种 .昆虫 不 同 虫 态 、 
取样 部 位 等 因素 有 关 。 

利用 转录 组 搜索 到 的 2 395 个 SSR 位 点 隶属 于 
65 种 核 芽 酸 重复 类 型 ,各 类 型 SSR 位 点 占 总 SSR 位 
点 数量 比例 情况 是 :最 多 的 是 三 核 背 酸 重 复 SSR 位 
点 , 占 总 SSR 的 44.43% ,包括 10 种 类 型 ,数量 最 高 
的 是 AATAATT(16.95% ) ,这 与 大 多 数 物 种 相同 , 例 




















遗传 密码 进化 规律 ,三 核 芽 酸 重复 更 为 稳定 。 

所 有 类 型 核 背 酸 重复 SSR 位 点 排 前 三 位 的 是 
AT/AT(28. 02% ), AAT/ATT (16. 95% ) 和 AAAT/ 
TAAA(8. 39% ) ,由 此 可 见 ,在 齿 缘 刺 猫 赌 基因 组 
SSR 位 点 中 富 含 A 和 了 T 碱 基 , 这 一 结果 与 马 铃 暮 甲 
虫 基 因 组 SSR 特点 ( 刘 吻 等 , 2018 ) 一 致 。 

本 研究 中 ,基于 转录 组 数据 设计 合成 的 特异 性 
微 卫星 引物 多 达 2 395 对 ,为 了 验证 上 述 SSR 引物 ， 
随机 挑选 其 中 的 54 对 引物 对 中 国 9 个 不 同 来 源 的 















































如 : 马 铃 蔓 甲 虫 Leptinotarsa decemlineata ( 刘 上 易 等 ， 


齿 缘 刺 猎 晴 地 理 种 群 的 SSR 位 点 进行 PCR 扩 增 , 结 

















2018) 沙 芍 董 叶 甲 Galeruca dururica ( 张 鹏 飞 等 ， 








果 显 示 有 16 对 引物 可 有 效 扩 增 出 SSR 位 点 ,有 效 














2016) 等 ; 其 次 是 二 核 苷 酸 重 复 SSR 位 点 , 占 
40.08% ,包括 4 种 类 型 ,其 中 AT/AT 类 型 占 
28. 02% ,是 总 SSR 位 点 所 有 类 型 中 最 高 的 ;再 次 是 
四 核 苷 酸 重 复 SSR, 占 12. 94% ,包括 19 种 类 型 ， 
AAAT/TAAA 数量 最 多 (8. 39% ) ; 五 核 苷 酸 重 复 
SSR, 占 1.63% ,包括 16 种 类 型 ,AAAAT/TAAAA 数 
量 较 多 , 占 0. 38% ; 六 核 背 酸 重复 SSR 占 0.92% , 包 
括 16 种 类 型 , AACACCZGGTGTT 数量 最 多 , 占 
0.25% 。 三 核 昔 酸 重 复 是 优势 核心 重复 类 型 ,符合 




















扩 增 率 达 29. 63% , 说明 虽 然 基于 转录 组 数据 预测 
出 的 SSR 位 点 数目 可 观 ,但 是 仍 需要 进一步 验证 ， 
部 分 可 以 用 于 种 群 遗传 多 样 性 分 析 。 

在 54 对 引物 中 ,unigene0032000 的 引物 在 对 齿 
缘 刺 狂 晴 9 个 地 理 种 群 进行 PCR 扩 增 和 电泳 检测 
时 ,出 现 2 对 等 位 基因 ,unigene0032000 引物 PCR 扩 
增 的 2 对 等 位 基因 在 NCBI 中 比 对 ,未 发 现 有 报道 ， 
其 与 不 同 地 理 种 群 的 关系 还 需要 进一步 的 验证 和 深 
入 研究 。 利 用 unigene0032000 的 SSR 引物 可 以 初 
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步 辨别 齿 缘 刺 猎 晴 的 不 同 地 理 种 群 。 通 过 大 规模 得 
选 微 卫 星 ,不 仅 可 以 用 于 进行 种 群 遗 传 多 样 性 研究 ， 
也 可 以 第 选 出 特异 性 的 DNA 序列 ,用 于 种 群 初步 
鉴定 。 

总 之 , 微 卫星 的 特点 反映 了 生物 在 进化 过 程 中 
的 适应 性 变化 和 基因 组 对 生物 的 调控 ,更 能 够 真实 
反映 种 群 遗 传 差异 ,本 研究 利用 转录 组 开发 的 微 卫 
星 分 子 标记 将 为 齿 缘 刺 猎 晴 种 群 遗 传 多 样 性 、 种 群 
起 源 演化 等 相关 研究 莫 定 基础 。 
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